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RESUMEN 
EI uso del cultivo in vitro de B. bigemina permite la obtenci6n de diferentes subpoblaclones, de 
las cuales se desoonocia su oomportamlento en bovlnos susceptlbles. En este estudlo sa evalu6 
el efecto de tres alslamientos derivados de cultivo in vitro: el aislamiento original, uno irradiado 
yun tercero clonado e irradiado, ademas de un cuarto aislamiento obtenido de un caso de campo. 
Cuatro grupos de cuatro animales cada uno fueron respectlvamente inoculados por via intramus­
• 	 cular. Un quinto grupode animales no infectados sirvi6 oomo grupo testlgo. Los cuatro aislamlen­
tos fueron capaces de multiplicarse. Solo en los bovinos Inoculados con el aislamiento de campo 
se observ6 una forma clinica de la enfermedad, oon marcados cambios en los valores de 
temperatura rectal, hematocrito, hemoglobina y oonteo de gl6bulos rojos y cuyas parasltemias 
fueron mayores y mas prolongadas. En oontraste, los aislamientos derivados in vitro se oonside­
raron menos virulentos, ya que los camblos hematol6gloos fueron menos severos que los 
inducidos por la cepa de campo. AJ desafio, el aislamiento de cultivo no Irradiado y el de campo 
Indujeron proteeci6n, no solo oontra los signos clinioos sino aparentemente tam bien oontra Is 
infeccl6n. 
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INTRODUCCION 	 cales y subtropicales del mundo es la 
babesiosis bovina. transmitida por ga­
Una de las enfermedades mas impor­ rrapatas, causada por parasitos in­
tantes del ganado en las areas tropi- traeritrocfticos del genero Babesia15. 
En America Latina Babesia bigemina 
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animales domesticos 17. 
Se sabe que animales recupera­
dos de Babesia spp son resistentes a 
la reinfecci6n, por 10 que durante mu­
chos anos se ha utilizado la premuni­
ci6n, la cual consiste en la inoculaci6n 
de ganado susceptible con gl6bulos 
rojos infectados con Babesia viva 
procedente de animales portadores y 
despues aplicar un tratamiento esp'~­
cffico, como metodo preventivo1 • 
Recientemente se han utilizado meto­
dos altemos de inmunizaci6n. Un in­
mun6geno vivo de B. bovis de reduci­
da virulencia fue obtenido despues de 
varios pases rapidos por inoculaci6n 
parent~ral en becerros esplenectomi­
zados ,5. De la misma manera, pases 
lentos por inoculaci6n parenteral en 
becerros intactos han servido para se­
leccionar una poblaci6n de B. bigemi­
na altamente infectiva de reducida vi­
rulencia 7. Otros metodos para 
modificar la virulencia de B. bigemina 
incluyen el uso d~ radiacio'nes sobre 
sangr.e infectada . 
L8metodologfa de cultivo in vitro 
para babesias bovinas se ha descrito 
como Dosibl~ fu~nte de inmun6genos 
vivos 12, 19, 4, 5. Recientemente se 
ha demostrado que B. bovis deriva­
das in vitro normales e irradiadas, pa­
recen ser de reducida virulencia cuan­
do son inoculadas en animales 
susceptibles 3, 20. EI objetivo de este 
estudio fue evaluar la infectividad e 
inmunogenicidad de subpoblaciones 
vivas deB. bigemina derivadas in vitro 
e irradiadas. 
MATERIALES V METODOS 
Bovinos experimentales - Veintiun be­
cerros Holstein de 18 meses de edad, 
fueron seleccionados de una area Ii­
bre de garrapatas yBabesia. Se com­
prob6 que los animales estaban libres 
de anticuerpos contra Babesia spp 
por medio de la prueba de Inmuno­
f1uorescencia Indirecta (IFI)8. Estos 
fueron alojados en corraletas indivi­
duales con piso de concreto, propor­
cionandoles agua y alimentoad libitum. 
Parasitos de Babesia bigemina ­
Se seleccionaron cuatro poblaciones 
para usarse en este estudio: 
"A": Un aislamiento mexicano de­
rivado de cultivo in vitro, aislado en 
1985 y propagado continuamente ba­
jo condiciones in vitro 24. 
"B": Uno cultivado in vitro derivado 
de "A", expuesto a 7 Krads con una 
fuente de 6OCo en las instalaciones de 
la Universidad de Missouri, U.S.A. y 
mantenido continuamente bajo con­
diciones de cultivo. 
"C": Una clona derivada de "A", 
expuesta a 7 Krads con una fuente de 
60 Co, reclonada y mantenida conti­
nuamente bajo condiciones de cultivo 
25 
"0": Un aislamiento mexicano de­
rivado in vivo, aislado de un brote de 
campo en Texcoco, Mexico en el ano 
de 1984, y mantenida almacenada en 
nitr6geno Ifquido 0 por pases por vfa 
parenteral en animales intactos. 
Garrapatas- Boophilus microplus, 
libres de Babesia spp. obtenidas de la 
colonia que se mantiene en el Labora­
torio de la Divisi6n Hemoprotozoarios 
desde 1978. 
INOCULACION PRIMARIA - Veinte 
becerros fueron divididos en cinco 
grupos de cuatro animales. EI dfa ce­
ro, cuatro grupos fueron inoculados 
por vfa intramuscular con 10 gl6bulos 
rojos infectados (GRI), con cada una 
de las subpoblaciones deB. bigemina 
descritas anteriormente. EI grupo 5 
fue inoculado con una cantidad simi­
larde gl6bulos rojos no infectados por 
la misma vfa. 
Cada 3-4 dfas comenzando ei dfa 
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datos de temperatura rectal y se co­
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determinar cambios en el porciento 
de hematocrito (Ht) , proteinas plas­
maticas totales(PPT). hemoglobina 
(Hb), gl6bulos rojos (GR) y gl6bulos 
blancos (GB) 1. Se prepararon fotis te­
riidos con colorante de Giemsa para 
detectar la parasitemia y los resulta­
dos se expresaron como porciento de 
eritrocitos parasitados (PEP). AI mis­
mo tiempo, se colectaron muestras 
de suero para determinar los tftulos de 
anticuerpos c~ntra B. bigemina por el 
metodo de IFI . Utilizando como antl­
geno un aislamiento heter610go deri­
vado de cultivo in vitro y como conju­
gado anticuerpos anti-lgG bovina 
conjugada con fluoresceina prepara­
da en conejo (SIGMA F.7509), consi­
derando como positlvos tltulos igua­
les 0 superiores a 1:80. 
DESAFIO - En un bovino se colocaron 
5,000 larvas de B. microplus libres de 
Babesia cada 48 horas por cinco oca­
siones. Quince dlas des pulls de Is 
primera infestaci6n. fue inoculado 
con el aislamiento de campo (D). Se 
colectaron las hem bras adultas des­
prendidas en forma natural y fueror. 
seleccionadas aquell~ositivas en la 
prueba de hemolinfa . La progenie 
de estas ultimas se utiliz6 para la con­
frontaci6n. 
Dos animales de cada grupo fuc­
ron desafiados con 20,000 de las lar­
vas infectadas por animal. descritas 
anterlormente, el drs 277 posterior ala 
inoculaci6n primaria. Cada 3-4 dias y 
por un lapso de 4 semanas se regis­
traron los valores de temperatura rec­
tal, hematol6gicos y de anticuerpos 
mediante la tecnica de IFI como en la 
inocur~ci6n primaria. Los diez anima­
les restantes fueron infestados con 
garrapatas libras deBabesia spp para 
determinar la transmisibilidad de los 
diferentes aislamientos por Boophilus' 
microplus (Datos eviados para su pu­
blicaci6n). 
RESULTADOS V DISCUSION. 

INOCULACION PRIMARIA - Solo un 
animal del grupo 2 y uno del grupo 3 
mostraron incremento en la tempera­
tura a 39.6 C el dla 21 y 39.9 C el dla 
11 PI respectivamente. En los anima­
les del grupo 4 se observaron aumen­
tos en los valores de temperatura de 
39.5 C desde el dla 4 post-inoculaci6n 
(PI), alcanzando valores maximos de 
40.2 C en un animal el dla 11 PI. La 
mayoria de los animales inoculados 
con el aislamiento de campo tuvieron 
incremento en la temperatura. 
Solo en los animales del grupo 4, 
se observ6 una disminuci6n en los 
valores de PPT inferior al range nor­
mal 21 
EI porcentaje minimo promedio de 
hematocrito por muestreo. en ningu­
no de los grupos Inoculados con B. 
bigemina procedente de cultivo in vi­
tro fuc inferior a 20%. en tanto que en 
el grupo de animales inoculados con 
ei aislamjento de campo, se observa­
ron valores promedio por muestreo 
de 11 a 15% entre los dras 9 a 18 PI 
(Grafica 1). 
En cuanto a los val ores de hemo­
globina en un animal del grupo 1 ytres 
animales del grupo 3 presentaron va­
lores inferiores al rango normal 21, los 
cuales oscilaron entre 6.5 y 7.5 g/dl. 
En tanto que los cuatro animales del 
grupo 4, presentaron los valores mas 
bajos registrados durante el experi­
mento, los cuales variaron entre 4-5 
g/dl entre los dlas 11 y 14 PI. EI pro­
medio de este grupo fue el unico con 
valores inferiores al normal 21 (Grafi­
ca2). 
En todos los animales se observa­
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res al rango normal en alguna fase del 
experimento pero siempre supe­
riores a 4 X 106lui, excepto en el grupo 
4 inoculado con el aislamiento de 
campo en eI que se obs~rvaron pro­
medios de 2.7 a 3.23 X 10 lui entre los 
dras 11-18 PI, recuperandose al final 
del experimento (Grafica 3). 
En el conteo de gl6bulos blancos, 
en tOOos los animales inoculados con 
aislamientos de cultivo se obs~rvaron 
val ores superiores a 10 normal 1, solo 
en el grupo 4 se observaron valores 
inferiores a aste en los cuatro anima­
les, los cuales variaron desde 2900 a 
3900/ul entre los dras 7-11 PI. 
Todos los animales inoculados 
con GRI fueron posi.tivos en frotis san­
gufneo, excepto uno del grupo 3. La 
parasitemia comenzo a observarse el 
dra cuatro en los animales del grupo 
4 y para el dla 12 tOOos los ani males 
se encontraban negativos. EI numero 
promedio de dras con parasitemia fue 
3.5, 2.5, 2.25 Y 5.5 para los grupos 1, 
2, 3 Y 4 respectivamente. EI PEP ma­
ximo observado fue de 2.26 en un 
animal del grupo 4; en los animales 
inoculados con aislamientos de cult i­
vo in vitro el PEP nunca fue superior a 
0.09 (Cuadro 1). 
Todos los animales inoculados 
con GRI fueron positivos en la prueba 
de IFI hacia el d{a 11 PI. Sin embargo, 
algunos de los animales de los grupos 
2 y 4 estaban positivos en IFI desde el 
dra 4. Para eI dfa 28 PI cuatro animales 
se convirtieron a IFI negativos, tres en 
el grupo 1 y uno en el grupo 2. En el 
grupo 4 hacia el dra 18 PI, el promedio 
de tftulos de anticuerpos fue mayor de 
1 :2560 hasta eI final del experlmento. 
Ningun otro grupo mostro una res­
puesta tan alta (Grafica 4). 
OESAFIO. La temperatura de los 
ani males de los grupos 1-4 fue inferior 
a 39.0 C, durante los 35 dfas del estu­
dlo post-desaflo (PO). Solamente los 
anlmales del grupo 5 susceptible 

mostraron incrementos de tempera­

tura superiores a 39.1 C, con un ma­

ximo de 39.7 C en el dra 21 PD. Las 

fluctuaciones del porcentaje de he­

matocrito estuvieron dentro de los va­

lores normales en tOOos los animales 

. excepto en dos de ellos, de los grupos 
3 y 5, con valores de hematocrito de 
21 y 18% respectivamente. Ambos 
animales del grupo 5 fueron positivos 
en frotls sangufneo hacia el dra 17 PO, 
permaneciendo positivos hasta el dra 
24 PD. Se observ6 que dos ani males 
de los grupos 2 y 3, tambien fueron 
positivos en el dfa 18 con duraci6n de 
la parasitemia de 8 y 6 dras respecti­
vamente. 
Mientras que los valores de PPT y 
hemaglobina no disminuyeron mas 
alia del rango normal en ninguno de 
los grupos, en gl6bulos rojos se ob­
servaron valores de 3.82 y 2.92 X 
106/ullos dras 21 y 24 respectivamen­
te en un animal del grupo testlgo, en 
el resto de los bovinos no se observa­
ron cambios importantes. 
AI desaflo, la respuesta en la pro­
ducci6n de anticuerpos, present6 tftu­
los similares a los de la inoculaci6n 
primaria en los grupos 1 y 2, en tanto 
que en el grupo 3 se present6 una 
disminuci6n marcada en un bovino y 
ligera en el otro animal; de igual forma 
en el grupo 4 se observ6 una respues­
ta menor en la prOOuccion de anti­
cuerpos en ambos ani males. Por ulti­
mo en el grupo 5 (testigo) se 
detectaron anticuerpos hasta una di­
lucion de 1 :640 comenzando a detec­
tarse eI dfa 17 postdesaffo (Grafica 5). 
Es aparente que las condiciones de 
cultivo no interfieren con la infectivi­
dad de B. bigemina para el huasped 
bovino, ya que la mayorfa de los anl­
males fueron positivos al parasito pa­
ra el dia 8 PI. Sin embargo, posible­
55 
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CUADRO 1. PORCIENTO DE ERITROCITOS PARAS1TADOS (PEP) DE BOVINOS INOCULADOS 

CON CUATRO DIFERENTES AISLAMIENTOS DE Babesia bigemina*. 

GRUPOS ANIMAL DIAS 
No 4 5 6 1 8 9 10 11 
2494 0.020 0.083 + + + 
2580 + + + 
CUL TIVO 2452 + + + 
2605 0.018 + 0.019 
2 2515 + + + 
85257 + + 
IRRADIADO 2412 + + + 
2447 + + 
3 2440 0.019 0.047 0.018 
85235 0.090 0.034 + 
CLONA 2577 
lRRADIADA 2420 0.071 0.036 0.017 
4 2565 + 0.076 0.075 0.047 0.058 + 
2438 + 0.218 2.260 0.628 + 
CAMPO 2559 + 0.041 0.058 + + + 





- =: negativo 
+ =: positivo, parasitemia baja para ser cuantificada 
* Tres aislamientos de cultivo in vitro y uno obtenido de un caso de campo. 
Dla 0: Inoculaci6n de eritrocitos infectados con B. bigemina via intramuscular. 
mente la adaptaci6n a cultivo modifi­
ca la virulencia, ya que B. bigemina 
derivada in vitro es detectada en frotls 
sangufneos por periodos menores en 
animales intactos que alslamientos de 
campo mantenidos en becerros. Es 
importante considerar que no hay una 
presi6n negativa impuesta para la se­
lecci6n de subpoblaciones altamente 
infectivas en cultivo, ya que todas las 
condic.iones son en fav9r de la repli­
caci6n, aun para las subpoblaciones 
menos virulentas. 
EI aislamiento de campo B. bige
mina fue pasado solamente en anima­
les intactos. seleccionando de esta 
forma las poblaciones mas infectivas. 
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detectadas solo en los bovinos inocu­
lados con este aislamlento, es un indi­
cador de la virulencia del mismo, ya 
que la destruccl6n de gl6bulos rojos 
ocaslona Ilberaci6n de pir6gen~s que 
ocasionan una respuesta febrll , esta 
destrucci6n, junto con la posible dis­
funci6n hepatica ocasionarfa una es­
tasis sangufnea que se traduce en un 
estado de anoxia, danando el endote­
Iio vascular y provocando la salida de 
fluidos del torrente circulatorio, con 
una subsecuent~erdida de protef­
nas plasmaticas . 
Se observaron dls,minuciones aba­
jo del rango normal en hemoglobina, 
hematocrito y gl6bulos rojos en dife­
rentes grupos. Sin embargo, en eI gru­
po inoculado con el aislamiento de 
campo este efecto fue mas marcado. 
Se menciona que la disminuc16n de 
estos valores conduce a un cuadro 
anemico; pudiendo deberse a la des­
trucci6n de G.A. por la salida del pa­
rasito, por fagocitosis de celulas da­
nadas 0 aquellas sanas que adsorben 
antfgenos de Babesia, 0 bien algunas 
sufren alteraciones en su forma ~u­
mentando su fragilidad osmotica 1 . 
Lasdisminuciones mas severas en 
hematocritoen losanimalesdel grupo 
4 se observaron despues que la para­
sitemia habia desaparecido. Esto po­
drfa indicar que la disminucion en Ht 
no esta relacionada a un efecto direc­
to de la invasion del eritrocito y a su 
destrucci6n par el parasito. 
Diversos autores han informado 
de la disminucion en virulencia de Ba­
besia spp por efecto de irradiaci6n a 
diferentesdosis 2, 27,0 bien por efecto 
~e la adaptaci6n a cultivo in vitro 11, 
8; sin embargo, no existe informaci6n 
en la literatura respecto al efecto de B. 
bigemina cultivada in vitro sobre bo­
vinos. 
Parece ser que dos 
diaci6n pueden no tel 
versos sobre el proto; 
bargo, debe consid 
virulencla del parasito 
der no solo de la dosis 
sino tambiEm de la eSI 
sia, de su patogenic 
adaptaciones previas 
ya experimentado. En 
se han presentado im 
cremento en la sfntesi 
cleicos por Babesia Cl 
tida a bajas dosis de ir 
tanto que dosis altas 
reproducci6n e inclw 
muerte del parasito 18 
En el presentetram 
las poblaciones irradlc: 
diada todas derivada 
vitro, se pudo apreciar 
de la irradiaci6n no l 
pues todas se compol 
ra diferente entre si, I 
irradiada a pesar de h 
pulada mas veces en 
rentemente es mas , 
otra poblaci6n Irradia4 
La carda Inlcial el 
celulas blancas, puec 
del estres causado P( 
un Indicio del efecto II 
que ejerce eI protozOi 
tema inmune del boy! 
Se menciona que 
tos responden a la in 
besia, con .un rapido 
actividad linfocftica tE 
yor oportunidad para 
eI grupo inoculado co 
de campo, eI aumen 
leucocitaria fue mas 1 
resto de los grupos, p 
que al ser mas vlrulel 
inmunodepresl6n sec: 
ocasionando que eI a 
nor posibllidad para 
cl6n con mayor rlesg4 
Parece ser que dosis bajas de irra­
diaci6n pueden no tener efectos ad­
versos sobre eI protozoario; sin em­
bargo, debe considerarse que la 
virulencla del parasito podrfa depen­
der no solo de la dosis de irradiacl6n, 
sino tambh~n de la especle de Babe­
sia, de su patogenlcidad y de las 
adaptaciones previas que la cepa ha­
ya experlmentado. Enotros estudlos 
se han presentado Indlcios de un In­
cremento en la sfntesls de acidos nu­
clelcos por Babesia cuando es some­
tida a bajas dosls de irradiaci6n 10, en 
tanto que dosls altas disminuyen la 
reproduccl6n e incluso provocan la 
muerte del parasito 18. 
En el presente trabajo, al comparar 
las poblaciones irradiadas y la no Irra­
dlada todas derlvadas de cultivo in 
vitro, se pudo apreciar que los efectos 
de la irradiaci6n no son previsibles, 
pues todas se comportaron de mane­
ra diferente entre sl, incluso la clona 
irradlada a pesar de haber sido mani­
pulada mas veces en el cultivo, apa­
rentemente es mas virulenta que la 
otra poblaci6n irradiada. 
La calda inlcial en el conteo de 
celulas blancas, puede ser resultado 
del estres causado por la infecci6n 0 
un indicio del efecto Inmunosupresor 
que ejerce el protozoa rio s~~re eI sIs­
tema Inmune del bovino 6, . 
Se menclona que animales Intac­
tos responden a la infecci6n por Ba­
besia, con ,un rapido aumento en la 
actividad IInfocftlca teniendo asf ma­
yor oportunidad para sobrevivlr 14. En 
eI grupO Inoculado con eI aislamiento 
de campo, eI aumento de la cuenta 
leucocitaria fue mas tardia que en eI 
resto de los grupos, pudlenclo indicar 
que al ser mas virulenta, eI efecto de 
inmunodepresl6n sea mas marcado, 
ocasionando que el animal tenga me­
nor posibilidad para atacar la infec­
ci6n con mayor riesgo de muerte. Es­
to tambien se ve reflejado en eI por­
clento y duraci6n de eritrocitos para­
sitados, que lue mayor con el aisla­
miento de campo que con los otros 
tres. 
EI hecho de que los anlmales del 
grupo 4 hayan sobrevlvido a una In­
fecci6n severa pudo haberse debido 
a una situaci6n favorable de allmenta­
cl6n y confinamiento, pues no requi­
rieron de grandes esfuerzos para su 
mantenimlento. Posiblemente en 
condiciones menos lavorables, el 
efecto de la infecci6n hubiese sido 
fatal. 
EI desatro con garrapatas infecta­
das, aunque fue exitoso en mostrar la 
infectMdad del aislamiento, aparente­
mente no tue 10 suficientemente viru­
lento para producir cambios severos 
en los valores hematol6gicos. Las pa­
rasitemias en el gruPo de animales 
susceptibles aparecieron mucho des­
pues que en la inoculaci6n prima ria. 
Esta observaci6n esta relacionada a 
las caracterrstlcas del cicio de B. bige­
mina en la ninfa de la garrapata. La 
inoculaci6n del organismo por la ga­
rrapata ocurre despues de 7-9 dias de 
haber subido al animal. Diferencias en 
las subpoblaciones de los aislamien­
tos utilizados pueden expllcarse por 
las parasitemias observadas en ani­
males expuestos previamente. Las 
subpoblaciones altamente Inlectlvas 
para eI huesped bovino podrian haber 
inducido estas parasitemias, ya que 
las defensas de los ani males no con­
trolaron tales subpoblaciones. Actual­
mente es aceptada la hlp6tesis de que 
los arilmales deben estar protegidos 
contra los slgnos cUnlcos de la enfer­
medad antes que contra la Infeccl6n. 
Por 10 tanto, la relnfeccl6n puede In­
crementar eI desarrollo de resisten­
cia23. 
Se debe de tomar en cuenta que el 
desaffo en los anlmales del grupo 4 se 
59 
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realiz6 con el alslamlento hom610go. 
10 que expIicaria en parte Ia ausencia de 
parasitemia. Par otro lado. eI grupo 1fue 
desafiado con un alslamiento heter6­
logo, comprobSndose la inducci6n de 
protecci6n en una (nfecci6n de este 
tipo. La heterogenicidad del desafio, 
permite asfmlsmo entender la aparl­
ci6n de los parasitos en la circulaci6n 
sangufnea de los animales de los gru­
pos 2 y 3. 
Podrfamo,:, especular que el cUltl­
vo in vitro. ha una pobla­
ci6n que probF!b:~)r;l€ml"" no pierde su 
capacidad in r~,ra 61 bovino, 
pera que ha ;','c'XdnUIC{) su virulene;ia; 
e~to qui~a dfj;J!,j,.', 0, ia ausencla ?el 
sistema inmU;i<j (le! , mamlfe­
ro, eI cual cutl(;dc \"~.f'.C. [m~sente. po, 
drra estimular '.':ct 8)q,xesiCm de ciertos 
genes, necesafios par(;\ Is sobrevlven­
cia del protaloario y que ademas 
tos podrfan codlfii.;ar para clertas ca­
racterlsti!':~ de viruiencla para el 
bovina. 
Sa puede concluir que ios aisia­
mlentos procedentes de cultivo se 
cornportaron como poblaciones ate­
nuadas, al no ateetar en forma impor­
tante los valores hematol6gicos; 10 
cual podrfa ser una caracteri&tica de­
seable al seleccionar poblaciones uti­
les en programas de premunicion, re­
duciendo as( los rjesgos que implica 
el usa de esta can aislamientos de 
campo de los cuales se desconoce su 
virulencia. 
SUMMARY 
The In vitro culture of Babesia bigeminr; e1ic,ws 
to obtain different subpopuiations, The beha­
vior of these subpopulatlons in susceptible 
bovines had benn unknown, lil thiS study, tile 
effect of three different isolates; derived 
from in vitro culture: original strain: anothe, 
irradiated; and a third cloned and jrradiat'ld, 
was assessed. In addition, a iourth :solate ob­
tained from a field case was used, Four griJLiPS 
of four animals were utilized, E,~ch grou~) was 
innoculated with one of the isolate,s by the 
intramuscular route. A filth group of animals 
was not innoculated and remained as a control 
group. The four isolates were capable of mul­
tiplying in the host. Only in the bovines inno­
cUlated with the field isolate was the disease 
ui.:lserved in its clinical form with marked chan­
ges!n rectal temperature, hemtocrit, hemoglo· 
bin, red blood cells and prolongued parasite­
mias, On the other hand, the isolates from the 
in vitro culture had lower hematological chan­
ges and were considered less virulent. The 
field and !)riginal in vitro culture isolates pro­
duced protection after challenge; not only 
against signs, but also against infection. 
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